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(57) Abstract 

The invention concerns the use in or for preparing a composition of at least a plant extract of the Compositae family, such as the 
genus Beliis as antagonist of the vasoactive intestinal peptide or V.I.P. The invention also concerns the use of said extract in or for preparing 
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(57) Abregc 

L'invention a pour objet Tutilisation dans ou pour la preparation d'une composition d'au moins un extrait d'au moins un v6g6tal 
de la famille des Compos6s, genre Beliis en tant qu'antagoniste du peptide intestinal vasoactif ou V.I.P. (Vasoactive Intestinal Peptide). 
L'invention a 6galement pour objet 1'utilisation dudit extrait dans ou pour la prdparation d'une composition, F extrait ou la composition 
dtant destines & diminuer la transpiration. 
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Utilisation d'un extrait d'au moins un vegetal de la famille des Composes, 

genre Bellis 

L'invention a pour objet ^utilisation, dans ou pour la preparation d'une 
5 composition d'au moins un extrait d'au moins un vegetal de la famille des 
Composes, genre Bellis en tant qu'antagoniste du peptide intestinal vasoactif ou 
V.I.P (Vasoactive Intestinal Peptide). 

L'invention a egalement pour objet Putilisation dudit extrait dans ou pour la 
preparation d'une composition, I'extrait ou la composition etant destines a 
10 diminuer la transpiration. L'invention a enfin pour objet un procede de traitement 
cosmetique pour ameliorer Thygiene corporelle. 

Le V.I.P. est un element chimique polypeptidique elabore et libere par une 
cellule endocrine ou par une fibre nerveuse. Le V.I.P. est compose de 28 
15 acides amines. II fait partie de la famille de ia secretine. L'analyse de sa 
sequence revele une forte homologie avec ce peptide ainsi qu'avec ie glucagon 
et le PACAP (pituitary adenylate cyclase activating polypeptide). 

A la peripherie, le V.I.P. est present dans de nombreux tissus ou ses fonctions 
20 peuvent etre diverses. II est souvent colocalise dans les fibres nen/euses 
parasympathiques avec Facetylcholine ou sa liberation potentialise I'affinite de 
['acetylcholine pour son recepteur. I! intervient egalement de fa<?on tres 
importante dans les echanges hydriques et electrolytiques. De nombreuses 
fibres nerveuses contenant-du V.I.P. sont presentes au niveau des glandes 
25 salivaires. 

Au niveau de la peau, des fibres nerveuses V.I.P. positives sont decrites autour 
des glandes sudoripares eccrines et autour des glandes sebacees (Br. J. of 
Dermatol 1990, 123, 65-76 - Japanese J. of Physiology 1987, 3, 929-936). 
30 Ainsi, des recepteurs specifiques du V.I.P. ont ete caractehses sur les cellules 
secretrices des glandes sudoripares eccrines humaines. Une correlation etroite 
a ete rapportee entre la liberation du V.I.P. par les fibres nerveuses autour des 
glandes sudoripares eccrines et un effet de ce V.I.P. sur la secretion 
sudoripare. 

35 

Le V.I.P. se lie a deux recepteurs, V.I.P. 1 et V.I.P. 2 (Sreedharan et al. 
Biochemical and Biophysical Research Communications. 1993, vol. 2, 546- 
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553.) qui sont tous deux couples a une proteine G. La fixation du V.I. P. sur I'un 
ou r autre de ses recepteurs active une proteine G qui a son tour active 
('adenylate cyclase. Cette derniere transforme ['Adenosine Triphosphate (ATP) 
en Adenosine Monophosphate cyclique (AMPc) qui provoque ensuite une 
5 cascade d'evenements biochimiques intracellulaires aboutissant a I'effet 
physiologique. 

Pour qu'une substance soit reconnue comme un antagoniste du V.I. P., elle doit 
repondre a Tune des caracteristiques suivantes : 
10 - la substance antagoniste doit etre capable d'inhiber la formation 

d'adenosine 3':5'-cyclic monophosphate (AMPc) induite par la fixation du V.I. P. 
sur son recepteur dans des cellules en culture (comme des keratinocytes) 

- la substance antagoniste doit etre capable de diminuer la liberation 
d'histamine induite par le V.I. P. tors de la degranulation des mastocytes. 

15 

A la connaissance de la demanderesse, aucun document de Fart anterieur 
n'envisage ni ne suggere qu'un extrait d'au moins un vegetal de la famiile des 
Composes, genre Beliis puisse avoir une activite antagoniste du V.I. P. telle que 
definie ci-dessus et done puisse etre notamment utilise pour traiter les 
20 desordres indiques ci-dessus. 

Dans Tart anterieur les vegetaux de la famiile des Composes, genre Beliis sont 
connus pour etre utilises dans des compositions destinees a favoriser la pousse 
des cheveux (SU 488589, -SU1 130347; RU2066992), dans des compositions 
25 antipelliculaires (RU2044538), dans des compositions cosmetiques sous forme 
de masque pour la peau (RU2038070), sous forme de creme de soin anti- 
infiammatoire (SU1 123696, SU1799593, RU2026669, RU2026667), de creme 
hydratante (SU1724242, RU2026668). Aucun de ces documents ne decrit les 
vegetaux de la famiile des Composes, genre Beliis comme ingredient actif. 

30 

Et, a la connaissance de la demanderesse I'activite antagoniste du V.I.P. que 
presentent les vegetaux de la famiile des Composes, genre Beliis n'a jamais ete 
decrite. 

35 La demanderesse a decouvert qu'un extrait d'au moins un vegetal de la famiile 
des Composes, genre Beliis repond aux caracteristiques definies comme 
caracterisant un antagoniste du V.I.P. et peut done etre utilise comme 
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antagoniste du V.I. P.. 

[.'invention a done pour objet ['utilisation dans ou pour la preparation d'une 
composition d'une quantite efftcace d'au moins un extrait d'au moins un vegetal 
5 de la famille des Composes, genre Bellis en tant qu'antagoniste du V.I. P.. 

L'extrait d'au moins un vegetal de la famille des Composes, genre Bellis peut 
etre tout extrait prepare a partir de tout materiel vegetal issu d'au moins un 
vegetal de la famille des Composes, genre Bellis. 

Ainsi, l'extrait d'au moins un vegetal de la famille des Composes, genre Bellis 
utilise selon I'invention peut etre obtenu a partir de materiel vegetal issu de 
plante entiere ou de partie de plante comme les feuilles, les tiges, les sommites 
florales (boutons floraux), les fleurs, les petales, les racines ou encore des 
15 cellules indifferenciees. 

Par cellules vegetales indifferenciees, on entend toute cellule vegetale ne 
presentant aucun des caracteres d'une specialisation particuliere et capable de 
vivre par elle-meme et non en dependance avec d'autres cellules. Ces cellules 
20 vegetales indifferenciees sont eventueilement aptes, sous I'effet d'une 
induction, a toute differentiation conforme a leur genome. 
Selon la methode de culture choisie, et en particulier selon le milieu de culture 
choisi, il est possible d'obtenir, a partir d'un meme explant, des cellules 
vegetales indifferenciees presentant des caracteres differents. 

25 

Prefereniiellement selon ('invention on utilise les sommiies florales. 

L'extrait d'au moins un vegetal de la famille des Composes, genre Bellis peut 
etre tout extrait prepare a partir de tout materiel vegetal issu d'au moins un 
30 vegetal de la famille des Composes, genre Bellis cultive in vivo ou issu de 
culture in vitro. 

Par culture in vivo on entend toute culture de type classique e'est a dire en sol a 
I'air libre ou en serre, ou encore hors sol. 

35 

Par culture in vitro, on entend I'ensemble des techniques connues de I'homme 
du metier qui permet de maniere ariificielle I'obtention d'un vegetal ou d'une 
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partie d'un vegetal. La pression de selection imposee par les conditions 
physico-chimiques lors de la croissance des cellules vegetales in vitro permet 
d'obtenir un materiel vegetal standardise et disponible tout au long de Pannee 
contrairement aux plantes cultivees in vivo. 

5 

Preferentieliement selon I'invention on utilise un vegetal issu de culture in vivo. 

Toute methode d'extraction connue de Phomme du metier peut etre utilisee pour 
preparer Pextrait contenu dans la composition selon ('invention. 
10 On peut en particulier citer les extraits aqueux, alcooliques ou utiiisant un 
solvant organique. 

Par solvant aqueux on entend tout solvant constitue totaiement ou pour part 
d'eau. On peut citer ainsi I'eau elle-meme, les solvants hydroalcooliques en 
toute proportion ou encore les solvants constitues d'eau et d'un compose 
15 comme le propylene glycol en toute proportion. 

Parmi ies solvants alcooliques on peut citer notamment Pethanol. 

On peut egalement utiliser un extrait prepare par la methode decrite dans la 
20 demande de brevet franfais n° 95-02379 deposee par la demanderesse. 

Ainsi, dans une premiere etape on broie le materiel vegetal dans une solution 
aqueuse a froid, dans une deuxieme etape les particules en suspension sont 
eliminees de la solution aqueuse issue de la premiere etape, et dans une 
troisieme etape on sterilise" la solution aqueuse issue de la deuxieme etape. 
25 Cette solution aqueuse correspond a Pextrait. 

D'autre part, la premiere etape peut avantageusement etre remplacee par une 
operation de congelation simple des tissus vegetaux (par exempie a -20°C) 1 
suivie d'une extraction aqueuse reprenant les deuxiemes et troisieme etapes ci- 
dessus decrites. 

30 

Quel que soit le mode de preparation utilise selon I'invention des etapes 
subsequentes visant a favoriser la conservation et/ou la stabilisation peuvent 
etre ajoutees sans pour cela modifier la nature meme de Pextrait. Ainsi, par 
exempie Pextrait obtenu peut etre lyophilise par toutes methodes classiques de 
35 lyophilisation. On obtient ainsi une poudre qui peut etre utiiisee directement ou 
bien melanger dans un solvant approprie avant utilisation. 
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Preferentiellement, selon ('invention on utilise un extrait aqueux et encore plus 
preferentiellement un extrait realise avec un solvant compose d'eau et de 
propylene glycol, comme par exemple PHerbasol® vendu par la societe 
COSMETOCHEM (Grasse, France). 

5 

Ainsi, selon un aspect particulier, invention a pour objet ('utilisation dans ou 
pour la preparation d'une composition d'une quantite efficace d'un extrait d'au 
moins un vegetal de la famille des Composes, genre Bellis, I'extrait ou la 
composition etant destines a traiter les desordres cutanes 

10 

Dans le domaine des desordres cutanes, on a vu precedemment qu'il est 
connu que des fibres nerveuses V.I.P. positives sont presentes au niveau de la 
peau autour des glandes sudoripares eccrines et dans une moindre mesure 
autour des glandes sebacees, quedes recepteurs specifiques du V.I.P. ont ete 
15 caracterises sur les cellules secretrices des glandes sudoripares eccrines 
humaines, qu'il existe une correlation etroite entre la liberation du V.I.P. par les 
fibres nerveuses autour des glandes sudoripares eccrines et un effet de ce 
V.I.P. sur la secretion sudoripare. 

Or on sait que certaines personnes presententune hypersecretion des glandes 
20 sudoripares eccrines, ce qui peut entrainer des desagrements (exces de 
transpiration, mauvaises odeurs, etc.). Ainsi on comprend I'utilite de disposer 
de composes et/ou compositions ayant une activite antiperspirante. 
L'extrait de vegetal de la famille des Composes, genre Bellis, du fait de son 
activite anti-V.I.P. peut done etre utilise pour combattre ['hypersecretion des 
25 glandes sudoripares. 

L'invention concerne done plus particulierement 1'utilisation dans ou pour la 
preparation d'une composition d'une quantite efficace d'au moins un extrait d'au 
moins un vegetal de la famille des Composes, genre Bellis, l'extrait ou la 
30 composition etant destines a traiter ['hypersecretion des glandes sudoripares. 

La famille des Composes, genre Bellis comprend 5 especes a savoir Bellis 
annua, Bellis perennis, Bellis silvestris, Bellis pumila et Bellis pappulosa. 

35 Ainsi, l'extrait de vegetal de la famille des Composes, genre Bellis de Tinvention 
est un extrait prepare a partir de materiel issu d'au moins un vegetal 
appartenant a une espece choisie parmi Bellis annua, Bellis perennis, Bellis 
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silvestris, Bellis pumila et Bellis pappulosa. 

Preferentieilement selon invention le vegetal appartient a i'espece Bellis 
perennis. 

5 

Selon 1'invention, la quantite d'extrait d'au moins un vegetal de la famille des 
Composes, genre Bellis utilisee dans la composition est bien entendu fonction 
de I'effet recherche et peut done varier dans une large mesure. 

10 Pour donner un ordre de grandeur, I'extrait peut etre en une quantite 
representant de 0,001% a 20% du poids total de la composition et 
preferentieilement en une quantite representant de 0,01% a 10% du poids total 
de la composition. 

15 La presente invention a egalement pour objet une composition pour i'hygiene 
corporelle comprenant une quantite efficace d'au moins un extrait de vegetal de 
la famille des Composees, genre Bellis. 

Particuiierement la composition de 1'invention est une composition pourdiminuer 
20 I'hypersecretion des glandes sudoripares. 

La composition de 1'invention peut etre une composition cosmetique ou 
dermatologique. 

Preferentieilement la composition de 1'invention est une composition cosmetique 

25 

La presente invention a en outre pour objet un procede de traitement 
cosmetique en vue de diminuer I'hypersecretion des glandes sudoripares, 
caracterise par le fait que Ton utilise par application sur la peau, sur les 
cheveux, et/ou sur les muqueuses, une composition cosmetique comprenant au 
30 moins un extrait d'au moins un vegetal de la famille des Composes, genre Bellis 
dans un milieu cosmetiquement acceptable. 

Par milieu cosmetiquement acceptable, on entend compatible avec la peau, le 
cuir chevelu, les muqueuses, les ongles, et les cheveux. 

35 

Le procede de traitement cosmetique de 1'invention peut etre mis en oeuvre 
notamment en appliquant les compositions hygieniques ou cosmetiques telles 
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que definies ci-dessus, seton la technique d'utilisation habituelle de ces 
compositions. Par exemple : application de cremes, de gels, de serums, de 
lotions, de laits de demaquillage ou de compositions anti-soiaires sur la peau ou 
de compositions pour spray. 

5 

Quelque soit la forme de la composition seion invention, la quantite d'extrait 
d'au moins un vegetal de la famiile des Composes, genre Bellis utilisee dans la 
composition est bien entendu fonction de I'effet recherche et peut done varier 
dans une large mesure. 

10 

Quelque soit la forme de la composition selon invention dans laquelle au moins 
un extrait d'au moins un vegetal de la famiile des Composes, genre Bellis est 
utilise, celle-ci peut etre ingeree ou appliquee sur la peau (sur toute zone 
cutanee du corps), les cheveux, les ongles ou les muqueuses (buccale, jugale, 
15 gingivaie, genitale, conjonctive). Selon le mode d'administration, la composition 
selon Tinvention peut se presenter sous toutes les formes galeniques 
normalement utilisees. 

Pour une application topique sur la peau, la composition peut avoir la forme 
20 notamment de solution aqueuse ou huiieuse ou de dispersion du type lotion ou 
serum, d'emulsions de consistance liquide ou semi-liquide du type lait, obtenues 
par dispersion d'une phase grasse dans une phase aqueuse (H/E) ou 
inversement (E/H), ou de suspensions ou emulsions de consistance molle du 
type creme ou gel aqueux ou anhydres, ou encore de microcapsules ou 
25 microparticules, ou de dispersions vesiculates de type ionique et/ou non 
ionique. Ces compositions sont preparees selon les methodes usuelles. 

Elles peuvent etre egaiement utilisees pour les cheveux sous forme de solutions 
aqueuses, aicobliques ou hydroalcooliques, ou sous forme de cremes, de geis, 
30 d'emulsions, de mousses ou encore sous forme de compositions pour aerosol 
comprenant egaiement un agent propuiseur sous pression. 

Les quantites des differents constituants des compositions selon ('invention sont 
35 celles classiquement utilisees dans les domaines consideres. 

Ces compositions constituent notamment des cremes de nettoyage, de 



BNSDOCiD- <WO_ 



.9952536A1J_> 



WO 99/52536 



8 



PCT/FR99/00829 



protection, de traitement ou de soin pour le visage, pour les mains, pour les 
pieds, pour les grands piis anatomiques ou pour le corps, (par exemple cremes 
de jour, cremes de nuit, cremes demaquillantes, cremes de fond de teint, 
cremes anti-solaires), des fonds de teint fluides, des laits de demaquillage, des 

5 laits corporels de protection ou de soin, des laits anti-solaires, des lotions, gels 
ou mousses pour le soin de la peau, comme des lotions de nettoyage, des 
lotions anti-solaires, des lotions de bronzage artificiel, des compositions pour le 
bain, des compositions desodorisantes comprenant un agent bactericide, des 
gels ou lotions apres-rasage, des cremes epilatoires, des compositions contre 

10 les piqures d'insectes. 

Les compositions selon I'invention peuvent egalement consister en des 
preparations solides constituant des savons ou des pains de nettoyage. 

15 Les compositions peuvent aussi etre conditionnees sous forme de composition 
pour aerosol comprenant egalement un agent propulseur sous pression. 

La composition selon invention peut aussi etre une composition pour soins 
capillatres, et notamment un shampooing, une lotion de mise en plis, une lotion 

20 traitante, une creme ou un gel coiffant, une composition de teintures 
(notamment teintures d'oxydation) eventuellement sous forme de shampooings 
colorants, des lotions restructurantes pour les cheveux, une composition de 
permanente (notamment une composition pour le premier temps d'une 
permanente), une lotion ouun gel antichute, un shampooing antiparasitaire, etc. 

25 Lorsque la composition est une emulsion, la proportion de la phase grasse peut 
aller de 5 % a 80 % en poids, et de preference de 5 % a 50 % en poids par 
rapport au poids total de la composition. Les huiles, les cires, les emuisionnants 
et les coemuisionnants utilises dans la composition sous forme d'emulsion sont 
choisis parmi ceux classiquement utilises dans le domaine cosmetique. 

30 L'emulsionnant et le coemulsionnant sont presents, dans la composition, en une 
proportion allant de 0,3 % a 30 % en poids, et de preference de 0,5 a 20 % en 
poids par rapport au poids total de la composition. L'emulsion peut, en outre, 
contenir des vesicules lipidiques. 

35 Lorsque la composition est une solution ou un gel huileux, la phase grasse peut 
representer plus de 90 % du poids total de la composition. 
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De fa9on connue, la composition cosmetique peut contenir egalement des 
adjuvants habituels dans le domaine cosmetique, tels que les geiifiants 
hydrophiies ou lipophiles, les additifs hydrophiles ou lipophiles, les 
conservateurs, ies antioxydants, les solvants, ies parfums, les charges, les 
5 filtres, les absorbeurs d'odeur et les matieres colorantes. Les quantites de ces 
differents adjuvants sont celies classiquement utiiisees dans le domaine 
cosmetique, et par exemple de 0,01 % a 10 % du poids total de la composition. 
Ces adjuvants, selon leur nature, peuvent etre introduits dans la phase grasse, 
dans ia phase aqueuse et/ou dans les spherules lipidiques. 

10 

Comme huiies ou cires utilisables dans linvention, on peut citer les huiies 
minerales (huile de vaseline), les huiies vegetales (fraction liquide du beurre de 
karite, huile de toumesol), les huiies animales (perhydrosquaiene), les huiies de 
synthese (huile de Purcellin), les huiies ou cires siliconees (cyciomethicone) et 
15 les huiies fluorees (perfluoropolyethers), les cires d'abeille, de carnauba ou 
paraffine. On peut ajouter a ces huiies des alcools gras et des acides gras 
(acide stearique). 

Comme emulsionnants utilisables dans invention, on peut citer par exemple le 
20 stearate de glycerol, le polysorbate 60 et le melange de PEG-6/PEG-32/Glycol 
Stearate vendu sous la denomination de Tefose^ 63 par ia societe Gattefosse. 

Comme solvants utilisables dans I'invention, on peut citer les alcools inferieurs, 
notamment Tethanol et I'isopropanol, le propylene glycol. 

25 

Comme geiifiants hydrophiies utilisables dans (Invention, on peut citer les 
polymeres carboxyvinyliques (carbomer), les copolymeres acryliques tels que 
les copolymeres d'acryiates/alkylacrylates, les polyacrylamides, les 
polysaccharides tels que Thydroxypropylcellulose, ies gommes naturelles et les 
30 argiles, et, comme geiifiants lipophiles, on peut citer les argiles modifiees 
comme les bentones, les sels metalliques d'acides gras comme ies stearates 
d'aluminium et la silice hydrophobe, ethylcellulose, polyethylene. 

La composition peut contenir d'autres actifs hydrophiies comme les proteines ou 
35 les hydrolysats de proteine, les acides amines, les poiyols, Turee, I'allantoTne,- 
les sucres et les derives de sucre, les vitamines hydrosolubles, ies extraits 
vegetaux et les hydroxy-acides. 
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Comme actifs lipophiles, on peut utiliser le retinol (vitamine A) et ses derives, le 
tocopherol (vitarnine E) et ses derives, les acides gras essentiels, !es 
ceramides, les huiles essentielles, I'acide salicylique et ses derives. 

5 

Selon Pinvention la composition peut associer au moins un extrait d'au moins un 
vegetal de la famiife des Composes, genre Bellis a d'autres agents actifs 
destines notamment a la prevention et/ou au traitement des affections 
cutanees. Parmi ces agents actifs, on peut citer a titre d'exemple : 
10 - les agents modulant la differenciation et/ou la proliferation et/ou la 
pigmentation cutanee tels que I'acide retinoTque et ses isomeres, le retinol et 
ses esters, la vitamine D et ses derives, les oestrogenes tels que I'oestradiol, 
I'acide kojique ou I'hydroquinone ; 

- les antibacteriens teis que le phosphate de clindamycine, Perythromycine ou 
15 les antibiotiques de la classe des tetracyclines ; 

- les antiparasitaires, en particulier le metronidazole, le crotamiton ou les 
pyrethrinoides ; 

- les antifongiques, en particulier les composes appartenant a la classe des 
imidazoles tels que Peconazole, le ketoconazole ou le miconazole ou leurs sels, 

20 les composes polyenes, tels que Pamphotericine B, les composes de la famille 
des allylamines, tels que la terbinafine, ou encore I'octopirox ; 

- les agents anti-inflammatoires, particulierement non-steroTdiens tels que 
Pibuprofene et ses sels, le diclofenac et ses sels, Pacide acetylsalicylique, 
Pacetaminophene ou I'acide^glycyrrhetinique ; 

25 - les agents keratolytiques tels que les acides alpha- et beta- 
hydroxycarboxyliques ou beta-cetocarboxyiiques, leurs sels, amides ou esters 
et plus particulierement les hydroxyacides tels que Pacide glycolique, Pacide 
iactique, Pacide salicylique, Pacide citrique et de maniere generate les acides de 
fruits, et Pacide n-octanoyl-5-salicylique ; 

30 - les agents anti-radicaux libres, tels que Palpha-tocopherol ou ses esters, les 
superoxyde dismutases, certains chelatants de metaux ou Pacide ascorbique et 
ses esters ; 

- les antiseborrheiques ; 

- les antipelliculaires comme Poctopirox ou la pyrithione de zinc ; 

35 - les antiacneiques comme Pacide retinoTque ou le peroxyde de benzoyle ; 

- les extraits vegetaux ou d'origine microbienne. 
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Les exemples et compositions suivants illustrent ['invention sans la limiter 
aucunement. Dans les compositions les proportions indiquees sont des 
pourcentages en poids. 

5 Exemole 1 : 

Preparation d'un extrait de Bellis perennis : 

100 g de fleurs sechees de Bellis perennis sont broyees dans un broyeur a 
fleau, equipe d'un tamis de 1 mm de diametre. Ces 100 g de broyat sont ensuite 
10 mis a macerer dans 1 litre d'eau demineralisee pendant 15 minutes a 4°C. (bain 
de glace). La preparation ainsi obtenue est filtree a 0,22 \im (filtration 
sterilisante). 

L'extrait ainsi prepare est conserve a 4°C. L'extrait obtenu peut etre lyophilise. 
Le traitement a froid permet de geler les activites enzymatiques, la filtration 
15 sterilisante evite la degradation des actifs par les micro-organismes de 
renvironnement Enfin, le vehicule eau facilite les formulations cosmetiques. 

Exemple 2 : Activite bioloqique d'un extrait de Bellis perennis : 

20 1) Test d'affinite receptorielle : 

Ce test est realise sur des cellules de la lignee HT-29 (adenocarcinoma de 
colon humain) (Biochem. J., 1985, vol.231, p 139-143). Les cellules sont 
ensemences a 40000 cellules/cm 2 en flacon de 25 cm 2 en milieu DMEM (vendu 
par la societe Gibco BRL) contenant 10% de serum de veau foetal et incubees 

25 a 37°C en atmosphere C0 2 /air (1:9). Les cellules sont recuperees apres 4a 5 
jours (en phase exponentielle de croissance) a ('aide d'une solution saline 0.13 
M phosphate pH 7,2 contenant 3 mM d'EDTA. Elles sont centrifugees a 2000 g 
pendant 5 min a 4°C. Le culot est repris par un tampon Hepes 5 mM hypo- 
osmotique a pH 7,5. Apres 15 min. dans la glace, la suspension est 

30 homogeneisee. L'homogenat est alors centrifuge a 30000 g pendant 10 min.. 
Le culot est lave trois fois avec un tampon Hepes 60 mM pH7,5. La preparation 
membranaire ainsi obtenue est conservee a -80°C; les proteines sont dosees 
selon la methode de Bradford (avec la BSA comme standard). 

35 Le test consiste a incuber la preparation membranaire precedente (environ 100 
ug/ml) pendant 60 minutes a 30°C en presence de 125 I-V.I.P. (et autres 
composes si necessaire) en tampon Hepes 60 mM pH 7,5 contenant 2% de 
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serum albumine bovine et 0,1% de bacitracine. La reaction est stoppee en 
transferant ie milieu d'incubation dans du tampon froid. Le V.I. P. radioactif lie a 
la preparation membranaire est ensuite separe par centrifugation a 30000 g 
pendant 10 min a 4°C puis la radioactivite est mesuree au moyen d'un 
5 compteur a scintillation. 

La mesure de I'affinite receptorielle de I'extrait de Bellis perennis pour le 
recepteur au V.l.P. est mise en evidence en ajoutant dans le milieu d'incubation 
des doses croissantes de I'extrait. 
10 Les valeurs decroissantes de radioactivite mesuree sont le reflet d'une 
competition sur le recepteur entre le ligand naturel radiomarque, 125 I-V.LP., et 
I'extrait de Bellis perennis. 

L'extrait de I'exempie 1 (a 10% de sommites florales broyees par volume d'eau 
15 equivalent) et un extrait commercial denomme Herbasol® vendu par la societe 
COSMETOCHEM (a 5% de somites florales broyees par volume de melange 
propyleneglycoie/eau/phenonix) ont ete testes en parallele. 
Les valeurs d'ICSO (concentration inhibant 50% de la liaison specifique du 
ligand naturel pour son recepteur) obtenue avec les deux extraits sont 
20 presentees dans le tableau ci-dessous 





IC50 


Extrait Herbasol® de Bellis perrenis 


1,2 


Extrait aqueux de Bellis perrenis 


2,8 



Ces resultats mettent clairement en evidence une affinite de I'extrait de Bellis 
perennis, quelque soit sont mode de preparation pour le recepteur au V.IP. 

25 

2) Mesure de ['augmentation du taux d'AMPcyciique (AMPc) induit par le V.IP. 
: effet d'un extrait de Bellis perrenis. 

Ce test est realise sur des cultures primaires de keratinocytes issus des 
30 cellules glandulaires. Les cellules sont cultivees en milieu KGM (Keratinocytes 
Growth Medium) a 37°C en atmosphere contenant 5% de C0 2 . Elles sont 
ensemencees a 20000 cellules/cm 2 en plaques de 24 puits et utilisees entre 3 
et 7 jours apres I'ensemencement. 
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Le test consiste a incuber les cellules dans le milieu de culture habituel pendant 
30 min a 37°C en presence de V.I. P. (et/ou d'autres composes) et d'un agent 
bloquant la degradation d'AMPc tei que l'3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX). 
La reaction est stoppee par addition d'acide perchlorique (70%, UN) et I'AMPc 

5 produit est mesure dans le surnageant par une methode immunoenzymatique 
(kit Amersham cAMP EIA System RPN 225). Le dosage est base sur la 
competition entre I'AMPc produit par les cellules et une quantite donnee 
d'AMPc couple a la peroxydase, pour un nombre limite de sites de liaison 
AMPc. La quantite d'AMPc couplee a la peroxydase liee aux sites est revelee 

10 par addition d'un substrat (tetramethylbenzidine hydrogen peroxyde) et 
mesuree par lecture spectrophotometrique. La quantite d'AMPc a doser dans le 
surnageant de culture sera done inversement proportionnelle a la quantite 
d'AMPc couple a la peroxydase ainsi mesuree. 

15 Ce test compiementaire du test d'affinite permet de mettre en evidence non 
seulement une competition entre le V.I. P. et I'echantilion a tester pour le 
recepteur au V.I. P., mais egaiement un effet agoniste ou antagoniste. 

• L'extrait de I'exemple 1 et un extrait commercial denomme Herbasol® vendu 
20 par la societe COSMETOCHEM's ont ete testes dans 2 experiences en 
parallele. 

Les resultats presentes dans le tableau ci-dessous sont exprimes en 
pourcentage d'inhibition de la -liaison specifique du ligand naturel. 

25 





pmole d'AMPc/10000 cellules 


Milieu de culture 


7,4 


V.I. P. (10- 6 M) 


25,6 


V.I. P. (10" 6 M) + Herbasol® de Bellis perrenis 
(a 10% de matiere seche) 


5,8 
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pmole d'AMPc/10000 cellules 


Milieu de culture 


1,08 


V.I. P. (10" 6 M) 


10,51 


V.I. P. (10" 6 M) + extrait aqueux de Bellis perrenis 
(a 5% de matiere seche)(exemple 1) 


4,27 



Ces resultats demontrent que I'extrait de Bellis perrenis, quelque soit son mode 
de preparation, agit comme un antagoniste du V.I.P.. 

5 

Exemple 3 : 

Exemples de compositions comprenant au moins un extrait d'au moins un 
vegetal de la famille des Composes, genre Bellis illustrant invention. Ces 
compositions, sauf indication contraire sont obtenues par simple melange des 
10 divers ingredients : 



Composition 1 : Creme antitranspirante aqueuse (huile/eau) (nomenclature 
CTFA) 

Phase A : grasse 

15 - Alcool cetearylique (corps gras, gelifiant) 4,00 % 

- Stearate de glycerol (corps gras, gelifiant) 2,50 % 

- Steareth-25 (emulsionnant) 1,05 % 

- Alcool stearyiique (corps gras, gelifiant) 1,05 % 

- Ceteareth-33 (emulsionnant) 1,00 % 
20 - Dimethicone 1,00 % 

- Ceteth-20 (emulsionnant) 0,40 % 

- Conservateur qs 
Phase B : aqueuse 

- Herbasol® de Bellis perrenis 5,00 % 
25 - Conservateur qs 

"*Eau qsp100 % 

Phase C : 

- Parfum qs 

- Bactericide qs 
30 Phase D : 

- Talc 1,00 % 
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Mode operatoire : Chauffer ia phase B a 70-80 °C, sous agitation. Chauffer la 
phase A a 70-80 °C. Lorsque !es deux phases sont bien homogenes, 
incorporer A dans B, sous agitation forte pendant 10 min. Refroidir sous 
agitation plus faibie. A 45 °C, ajouter la phase C premelangee. Agiter fortement 
5 pendant 5 min. Refroidir sous agitation plus faibie. Vers 30 °C, incorporer 
lentement la phase D, Poursuivre le refroidissement jusqu'a la temperature 
ambiante. 



On obtient une creme souple et douce, a effet poudre a I'etalement procurant 
10 une protection efficace contre la transpiration. 



Composition 2 : Creme anhydre antitranspirante (nomenclature CTFA) " 
Phase A : 

15 - Stearalkonium hectorite (gelifiant) 4,20 % 

- Propylene carbonate (agent de mise en suspension) 1 ,40 % 

- Caprylic/Capric Triglycerides 29,40 % 

- Dimethicone 5,00 % 

- Isohexadecane (solvant) qsp 100 % 
20 Phase B : 

- Herbasol® de Bellis perrenis 3,00 % 

- Talc 1,00 % 
Phase C : 

- Parfum qsp 
25 Phase D : 

- Talc 5,00 % 

Mode operatoire : Meianger les composes de la phase A a temperature 
ambiante; Incorporer ensuite la phase C, toujours a temperature ambiante. 
30 Lorsque tout est homogene, incorporer B et D lentement. 



La creme obtenue est particulierement douce, non grasse, non collante, et 
procure par son impact sec, une sensation de plus grande securite contre 
Thumidite axillaire. 

Composition 3 : Aerosol (nomenclature CTFA) 
Phase A : 
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- Cyclomethicone qsp100 % 

- Quaternium-18 bentonite 3,00 % 

- Triethylcitrate 7,00 % 

- Dimethiconol 1,40 % 

- Isopropyl palmitate 6,00 % 
Phase B : 

- Herbasol® de Bellis perrenis 5,00 % 
Phase C : 

- Talc 1,50 % 



Mode operatoire : Melanger les ingredients de la phase A a froid. Ajouter 
lentement le chiorohydrate d'aluminium, puis le talc. Melanger vigoureusement 
pour obtenir une suspension homogene. Cette derniere peut ensuite etre 
pressurisee de la fa?on suivante : 13 % de jus, 87 % de gaz comprime ou 
15 liquefie. 

Le jus deiivre laisse un impact doux, poudre sur la peau assurant la protection 
contre la transpiration. 

20 Composition 4 : Poudre compactee 

- Chlorure de magnesium (antitranspirant) 5,00 % 

- Kaolin 10,00 % 

- Herbasol® de Bellis perrenis 5,00 % 

- Parfum 0,30 % 
25 - Talc qsp100 % 



'0 



Composition 5 : Stick deodorant 

- Herbasol® de Bellis perrenis 8,00 % 

- Aicool stearylique 24,00 % 
30 - Distearate de PEG-400 6,00 % 

- Cire hydrocarbonnee 4,00 % 

- Cyclomethicone 46,00 % 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation dans ou pour la preparation d'une composition, d'une quantite 
efficace d'au moins un extrait d'au moins un vegetal de la . famiile des 

5 Composes, genre Bellis en tant qu'antagoniste du V.I. P.. 

2. Utilisation dans ou pour la preparation d'une composition, d'une quantite 
. efficace d'au moins un extrait d'au moins un vegetal de la famiile des 

Composes, genre Bellis, I'extrait ou la composition etant destines a traiter les 
10 desordres cutanesr 

3. Utilisation dans ou pour la preparation d'une composition d'une quantite 
efficace d'au moins un extrait d'au moins un vegetal de la famiile des 
Composes, genre Bellis, I'extrait ou la composition etant destines a traiter 

15 ['hypersecretion des glandes sudoripares. 

4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee par 
le fait que I'extrait d'au moins un vegetal de la famiile des Composes, genre 
Bellis est obtenu a partir de materiel vegetal issu de plante entiere ou de 

20 feuilles, de tiges, de fleurs, de petales, de racines ou encore de cellules 
indifferenciees. 

5. Utilisation selon la revendication 4, caracterisee par le fait que I'extrait d'au 
moins un vegetal de la famiile des Composes, genre Bellis est obtenu a partir 

25 de sommites florales (boutons floraux). 

6. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterisee par 
le fait que I'extrait d'au moins un vegetal de la famiile des Composes, genre 
Bellis est obtenu a partir de materiel vegetal issu d'ali moins un vegetal de la 

30 famiile des Composes, genre Bellis cultive in vivo. 

7. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterisee par 
le fait que dans la composition I'extrait d'au moins un vegetal de la famiile des 
Composes, genre Bellis est en une quantite representant de 0,001% a 20% du 

35 poids total de la composition et preferentiellement en une quantite representant 
de 0,05% a 10% du poids total de la composition. 
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8. Utilisation selon rune quelconque des revendications 1 a 7, caracterisee par 
le fait que I'extrait est un extrait prepare a partir de materiel issu d'au moins un 
vegetal appartenant a une espece choisie parmi Bellis annua, Bellis perennis, 
Beilis silvestris, Bellis pumila et Bellis pappulosa. 

5 

9. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, caracterisee par 
le fait que le vegetal appartient a I'espece Bellis perennis. 

10. Composition pour I'hygiene corporelle comprenant une quantite efficace d' 
10 au moins un extrait de vegetal de la famille des Composees, genre Bellis tei que 

defini dans Tune quelconque des revendications 1 a 9. 

11. Composition selon la revendication precedente, caracterisee par le fait 
qu'elie est destinee a diminuer I'hypersecretion des glandes sudoripares. 

15 

12. Procede de traitement cosmetique en vue de diminuer I'hypersecretion des 
giandes sudoripares, caracterise par le fait que I'on utilise par application sur la 
peau, sur les cheveux, et/ou sur les muqueuses, une composition cosmetique 
comprenant au moins un extrait d'au moins un vegetal de la famille des 

20 Composes, genre Bellis dans un milieu cosmetiquement acceptable. 
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